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O g n i   e s s e r e   u m a n o   n e l   c o r s o   d e l l a   p r o p r i a
e s i s t e n z a ,   p u ò   a d o t t a r e   d u e   a t t e g g i a m e n t i
c o s t r u i r e   o   p i a n t a r e .   I   c o s t r u t t o r i   p o s s o n o   p a s s a r e
a n n i   i m p e g n a t i   n e l   l o r o   c o m p i t o ,   m a   p r e s t o   o   t a r d i
c o n c l u d o n o   q u e l l o   c h e   s t a v a n o   f a c e n d o .
A l l o r a   s i   f e r m a n o ,   e   r e s t a n o   l ì ,   l i m i t a t i   d a l l e   l o r o
s t e s s e   p a r e t i .   Q u a n d o   l a   c o s t r u z i o n e   è   f i n i t a ,
l a   v i t a   p e r d e   d i   s i g n i f i c a t o .
Q u e l l i   c h e   p i a n t a n o   s o f f r o n o   c o n   l e   t e m p e s t e
e   l e   s t a g i o n i ,   r a r a m e n t e   r i p o s a n o .
M a ,   a l   c o n t r a r i o   d i   u n   e d i f i c i o ,   i l   g i a r d i n o   n o n   c e s s a
m a i   d i   c r e s c e r e .   E s s o   r i c h i e d e   l ' a t t e n z i o n e
d e l   g i a r d i n i e r e ,   m a ,   n e l l o   s t e s s o   t e m p o ,   g l i   p e r m e t t e
d i   v i v e r e   c o m e   i n   u n a   g r a n d e   a v v e n t u r a .
B R I D A   –   P a u l o   C o e h l o





























































































sia completamente dominato dai produttori  asiatici,  per la precisione cinesi.   In 
realtà, date le caratteristiche molto particolari del settore, quali gli elevati costi e le 
particolari   esigenze   di   trasporto,   soprattutto   per   quanto   riguarda   le   piante 
ornamentali,   la   commercializzazione   ad   ampio   raggio   dei   prodotti   è 
particolarmente difficile. Questo implica che la produzione di piante ornamentali 
sia un settore, per il momento, poco toccato da fenomeni di globalizzazione su 
scala  mondiale1,   con  una  dimensione  di  mercato  prevalentemente  nazionale  o 



















ettari),  vede al  primo posto  tra   i  paesi  per   superfici  dedicate  al   florovivaismo 







florovivaistica  italiana sia  la più   rilevante a   livello europeo e soprattutto quasi 
tripla rispetto a quella olandese. In realtà, come risulterà evidente in seguito nel 
caso   particolare   dell’Olanda,   la   superficie   dedicata   al   florovivaismo   è   un 























altri   stati  dell’Asia  il  Giappone è   l’unico che sembra avere un certa   rilevanza, 




L’Europa  mantiene   la   sua  quota   sul  valore  del   florovivaismo  mondiale  molto 

































principale   strumento   di  marketing.   La   qualità   delle   piante   fiorite   in   vaso   è 
determinata dall'interazione di un complesso di fattori, qualitativi e quantitativi, 
che  contribuiscono  ad  esprimerne   il   valore  ornamentale   (valore   estetico,   stato 
fitosanitario,   dimensioni,   fattori   di   deprezzamento...).   A   causa   dell'elevata 
deperibilità   il  parametro che contribuisce a definire  in  larga parte la qualità  di 
questi   prodotti   è   la   capacità   di   conservare   le   caratteristiche   ornamentali. 
Correntemente la qualità viene definita come la capacità di un prodotto o di un 
servizio   di   soddisfare   le   aspettative   dell'acquirente   ed   è   il   risultato   della 
1. Introduzione
7
combinazione   di   attributi,   proprietà   o   caratteristiche   che   gli   conferiscono   un 
valore in funzione della sua utilizzazione. 





serie di eventi,  come per esempio l'appassimento e  l'abscissione dei petali  che 
sono   posposti   a   quella   che   è   la   funzione   naturale­ecologica   del   fiore   cioè 
assicurare   la   perpetuazione   della   specie.   Per   questa   ragione   il   fiore   è 
geneticamente programmato per una vita breve.





1.2   Meccanismi   fisiologici   e   molecolari   della 
senescenza fiorale
1.2.1   La   senescenza   fiorale   e   la   morte   cellulare 
programmata
Si   è   osservato   un   crescente   interesse   da   parte   della   ricerca,   nei   trenta   anni 
trascorsi,  per quanto concerne la  senescenza della  pianta,   intesa come uno dei 
fondamentali   processi   vitali   di   un   organismo   vegetale   (Leshem   et   al.,   1986; 
Sacher, 1973; Thimann, 1980). 
La maggior parte dello sforzo si è concentrato sulla senescenza della foglia e sul 







generi:  Dianthus,  Rosa,  Ipomoea,  Hibiscus e  Tradescantia;  i primi quattro   sono 
dicotiledoni ed inoltre gli  ultimi  tre sono effimeri.  La senescenza effimera del 
fiore in particolare, è stata ed è un sistema modello molto attraente e produttivo, 
perché gli eventi accadono rapidamente e quindi il lavoro di ricerca può procedere, 
ovviamente   nel   rispetto   dei   ritmi   biologici   dell'organismo,   in   maniera   più 
dinamica ed efficiente.
La   senescenza   e   la   morte   sono   processi   importanti   nel   ciclo   di   vita   di   un 
organismo.   La   senescenza   è   un   processo   attivo   durante   il   quale   le   sostanze 




sembra  differire  dal   tipico  PCD o  morte  programmata  della   cellula,  per   certi 
aspetti significativi. Le cellule negli organi senescenti subiscono una graduale, ed 
ordinata   disgregazione   dei   componenti   e   dei   composti   citoplasmatici.   Più 
sostanzialmente,   i   nuclei   non  mostrano  mutamenti   strutturali   notevoli   fino   a 
quando   non   si   instaura   il   processo   di   senescenza   (Nooden  et   al.,   1997).   La 
senescenza che segue la fase riproduttiva di molte piante, è una delle forme più 
drammatiche   e   probabilmente   più   complesse   della   senescenza   ed   è   indotta 
solitamente dalle strutture riproduttive. Alcuni fitormoni sembrano controllare il 
processo  di   senescenza;  per   esempio   le  gibberelline  controllano   la   senescenza 
dell'apice  in  piselli   (Pisum sativum)  mentre   l'etilene stimola   la   senescenza del 
petalo e della foglia, che ha come dirette conseguenze l'essiccamento dei sepali e 





alla  morte  (Fig.   1.2.1).   Nelle   specie   climateriche   la   produzione   di   etilene   è 
centralmente coinvolta nella senescenza del petalo,  e questa a sua volta risulta 
indotta   in   risposta   all'etilene:   ciò   contribuisce  a   confermare   il   coinvolgimento 
dell'etilene in entrambe le fasi di iniziazione e poi successiva regolazione della 
senescenza, infatti l'ACC sintasi (amino­ciclopropene carbossilato sintasi) e l'ACC 








il   processo   tramite   cui   le   cellule   promuovono   la   propria   morte   mediante 
l'attivazione   di   sistemi   che   comportano   la   loro   autodistruzione.   La   morte 
programmata, “suicida”, delle cellule è un campo della ricerca che ha cominciato 
soltanto da qualche anno ad essere esaminato dettagliatamente negli  organismi 











Nel   caso   della   differenziazione   dello   xilema   (Fukuda,   2000),   la   morte 
programmata   cellulare   potrebbe   essere   importante   in   quanto   andrebbe   ad 










La   senescenza   fiorale   è   intrinsecamente   accompagnata   da   un   deterioramento 
morfologico,   biochimico   e   fisico   dei   tessuti   dell'organo   riproduttivo   (fiore). 
















delle   foglie,   l'appassimento   dei   petali   e     l'aumento   del   flusso   dei   costituenti 
cellulari   come   i   pigmenti,   gli   zuccheri   e   gli   elettroliti   vacuolari   sono   tutte 
manifestazioni dei cambiamenti più sensibili nell'integrità della membrana che si 
presentano durante la senescenza. 





determina cambiamenti  graduali  nelle proprietà   fisiche dei componenti  lipidici, 
come per esempio  la  diminuzione della   fluidità   (Borochov e Woodson, 1989); 
queste alterazione generalmente precedono la perdita di capacità  da parte della 
membrana  di   fungere  da  barriera   idrofoba  (Faragher  et  al.,  1987),  e  quindi   il 
tessuto vegetale progressivamente tende a disidratarsi a causa della fuoriuscita di 
acqua. La fluidità  ridotta delle membrane plasmatiche che si manifesta durante 





Henkart,   1979)   in   condizioni   normali,   per   gli   organismi   attivi.   Tuttavia   il 
colesterolo   è   soltanto   un   componente   secondario   degli   steroli   vegetali   totali 
(Donaldson   e   Beevers,   1977),   quindi   Borochov  et   al.   (1982)   hanno   studiato 
l'incremento in contenuto di tipici steroli vegetali in relazione alla microviscosità e 
non  hanno osservato  alcuna  alterazione  nel   livello  degli   steroli  col  progredire 
dell'invecchiamento  di  petali  di   rosa.  Contrariamente  agli   steroli,   il   livello  dei 
fosfolipidi è diminuito durante la senescenza, risultava infatti dimezzato rispetto al 
relativo  livello  originale.  Risultati   simili   sono stati   trovati  anche  per   i   fiori  di 
Tradescantia e di Ipomea (Beutelman e Kende, 1977; Suttle e Kende, 1980). Come 
conseguenza della riduzione del contenuto in fosfolipidi in relazione al contenuto 
di   steroli   liberi,   si  è   osservato  un   incremento  del   rapporto   fra   steroli   liberi   e 
fosfolipidi (Borochov et al., 1982). Questi risultati indicano essenzialmente che la 








ed   alla   successiva   destabilizzazione   del   doppio   strato,   sembra   essere   una 
caratteristica fondamentale della senescenza (Thompson, 1984). Durante le fasi 
iniziali della senescenza, è stato osservato un cospicuo declino del contenuto in 





















nelle  membrane   senescenti   (Borochov  et  al.,   1978;  Borochov  e  Halevy,  1982; 
Suttle e Kende, 1980). Questa osservazione di per se' sottintende un ruolo per le 
lipasi nel deterioramento delle membrane e successivamente è stato stabilito che 
esistono   tre   enzimi   di   degradazione   dei   lipidi:   la   fosfolipasi   D,   la   fosfatasi 
dell'acido   fosfatidico   e   l'acyl   lipolytic   idrolasi,   che   aumentano   la   loro   attività 
durante la senescenza (Paliyath e Thompson, 1987; Herman e Chrispeels, 1980). 
Questi  enzimi mediano collettivamente  il  collasso del  fosfolipide ed  il   rilascio 
degli acidi grassi liberi. Esiste inoltre la prova che i radicali liberi, indotti dalla 
perossidazione  dei   lipidi,   possano   contribuire   al   disfacimento  della  membrana 
durante   la   senescenza.  Dhindsa  et   al.,   (1981)   dimostrarono   l'esistenza   di   una 
correlazione   fra   la  perossidazione  dei   lipidi  e   la  permeabilità  della  membrana 
durante   la   senescenza   delle   foglie.   I   tessuti   senescenti   inoltre   accumulano   i 
prodotti   di  perossidazione  nel  doppio   strato   lipidico  della  membrana   (Pauls   e 





La   perossidazione   dei   lipidi   della   membrana   sembra   essere   quindi   una 
caratteristica peculiare della senescenza (Chia  et al., 1981; Dhindsa  et al., 1981; 
Pauls   e  Thompson,   1984)   e   queste   reazioni   di   perossidazione  possono   essere 











della   senescenza,   l'acido   linoleico   e   l'acido   linolenico,   che   rappresentano   i 
substrati per l'attività delle lipossigenasi, sarebbero fra gli acidi grassi liberati dai 
fosfolipidi della membrana (Fobel et al., 1987). 
In   aggiunta,  durante   la   senescenza  del   fiore   risultano  aumentate   le   attività   di 
enzimi   come   le   RNasi,   le   DNasi   e   l'idrolasi   della   parete   cellulare,   che 
contribuiscono   similmente   ad   un   calo   del   contenuto   in   proteine   e   alla 
degradazione dell'RNA (Mayak e Halevy, 1980).
Un aumento nell'attività della RNasi è stato associato ad una varietà di processi, 













La teoria di  ormai  cento anni  fa circa  la  presenza di specifiche sostastanze in 
grado di controllare i processi di crescita e di sviluppo della pianta è stata validata 





dalla   formazione   di   particolari   sostanze   chimiche   dette   ormoni   vegetali.
Generalmente  quando   si   parla   di   ormoni   vegetali   si   deve  distinguere   fra   due 
denominazioni:  gli  ormoni  vegetali   sono   le   sostanze  naturali   sintetizzate  nelle 
piante,  mentre  in  genere si  dicono fitoregolatori  quelle   sostanze  di   sintesi  che 
stimolano le piante a svolgere determinate funzioni proprie degli ormoni naturali.
Lo studio delle sostanze ormonali vegetali progredisce con la ricerca e non sono 
ancora  noti   tutti   i  meccanismi  e   le   influenze  che   tali   sostanze  svolgono nelle 
piante. Le principali sostanze che nelle piante esercitano funzioni ormonali sono: 
le   auxine,   le   gibberelline,   le   citochinine,   l'acido   abscissico   e   l'etilene.
Il   loro   ruolo  non  è   in   genere  diretto   a   svolgere   una   funzione   esclusiva:   esse 
entrano solitamente in sinergia ed equilibrio tra loro con diverse sostanze, al fine 
di modulare l'andamento di numerosi processi. 








organi   e   tessuti   dell'organismo   vegetale   per   determinare   l'insieme   che   noi 
identifichiamo come organismo vegetale.
Con l'avvento della genetica molecolare, i meccanismi molecolari riguardanti il 
modo  in   cui   la   sintesi  dell'ormone   si  modifica   e   si   trasforma   in  una   risposta 
cellulare, appaiono adesso meno disgregati. I diversi componenti quali i recettori, 
gli intermediari della via di trasduzione del segnale (chinasi e fosfatasi) ed i fattori 
downstream  (a  valle)  della   trascrizione,   sono stati   tutti   indentificati  ed è   stato 
attribuito   loro   un   ruolo   specifico   nel   “signalling”   (segnalazione)   ormonale 
(McCourt,   1999).   Tuttavia   l'identificazione   delle   diverse   componenti   che 












ii. la  misurazione  dei   livelli   degli   ormoni   negli   organi   oggetto   di   studio, 
prima, durante e dopo la senescenza; 
iii. il  metodo   genetico­molecolare   in   funzione   del   quale   è   stato   possibile 







perdita.  Per  esempio  l'applicazione esogena di  citochinine su organi  distaccati, 
come fiori  e fronde recise, fanno ritardare il processo di senescenza (Mayak e 
Halevy, 1970).  Per  concludere,   il   ruolo dell'etilene e  dell'ABA nel processo di 
senescenza viene discusso nei successivi paragrafi più dettagliatamente. 
1.2.3.1 Etilene
L’etilene   è   l’ormone   vegetale   più   semplice   (relativamente   alla   composizione 







questo   ormone.   Pochi   anni   più   tardi,   nel   1917,   fu   scoperto   il   suo   ruolo 
nell’abscissione delle foglie (Abeles et al., 1992). 

































La   biosintesi.  Gli   esperimenti   in   vivo   hanno   indicato   che   i   tessuti   vegetali 
convertono l­[14C]metionina in [14C] etilene e che l'etilene ha origine dai carbonio 
3 e 4 della metionina (Fig. 1.2.3). Il gruppo CH3­ S della metionina è riciclato via 
il   ciclo   di  Yang   (McKeon  et   al.,   1995).  Senza  questo   riciclaggio,   la   quantità 
presente di zolfo ridotto limiterebbe la metionina disponibile e la sintesi di etilene. 
La  S­adenosilmetionina   (SAM),   che  è   sintetizzata   a   partire   dalla  metionina   e 




stato   prodotto  dalla   [14C]metionina   e  gli  ACC marcati   si   sono   accumulati   nel 
tessuto.   In   presenza   di   ossigeno,   tuttavia,   la   produzione   dell'etilene   si   è 
manifestata. L'ACC marcato è stato convertito velocemente in etilene in presenza 





limita la produzione di etilene nei tessuti vegetali.  L'ACC sintasi,   l'enzima che 
catalizza la conversione di AdoMet in ACC, è stato caratterizzato in molti tipi di 
tessuto di varie piante (Olson et al., 1991). L'ACC sintasi è un enzima citosolico 






maturo)  ed è  molto  instabile,   risulta  per questo motivo molto arduo purificare 
l'enzima   per   analisi   biochimiche.   L'ACC   sintasi   è   codificato   dai   membri   di 





















questo   processo:   “..the   phythormone   ethylene   plays   a   critical   role   in   the  
regulation and coordination of flower senescence” (Borochov e Woodson, 1989). 
L'azione   dell'etilene   è,   almeno   in   parte,   responsabile   dell'aumento   della 
permeabilità della membrana che presumibilmente conduce alla morte del tessuto 
(Faragher e Mayak, 1984; Suttle e Kinde, 1980; Thompson et al., 1982). 
In  alcuni  sistemi  senescenti,   i  cambiamenti   fisici  osservati  sono stati  messi   in 
relazione   con   la   perdita   di   attività   dell'enzima   della  membrana   (McKersie   e 
Thompson, 1977) ed i grandi aumenti che si verificano nella permeabilità della 
membrana, con la conseguente perdita di integrità osmotica (Papahadjopoulos et 
al.,   1973;  Van  Dijk  et   al.,   1975).   I   cambiamenti   di   fase   e   di   viscosità   delle 
membrane senescenti della pianta, inoltre, sono stati correlati con un incremento 
del   rapporto   di   steroli:fosfolipidi   che   riflette   un   calo   del   fosfolipide   della 
membrana   (Borochov  et   al.,   1978;  Chia  et   al.,   1981;  McKersie  et   al.,   1978). 
Thompson  et  al.   (1982),  hanno evidenziato  che   l'aumento  della  microviscosità 






Suttle   e  Kende   (1980)   hanno   notato   che   l'etilene   condiziona   l'aumento   nella 
permeabilità della membrana in piante di  Tradescantia  senescenti, mediante una 
riduzione, nel tessuto, dei livelli del fosfolipide. Barber e Thompson (1980) hanno 
riportato che   i  cambiamenti   fisici  a  cui  sono soggetti   i   lipidi  delle  membrane 
vegetali   durante   il   processo   il   senescenza,   intensificano   notevolmente   la 












nello   stato   fisico   dei   lipidi   della  membrana,   possano   favorire   una  maggiore 
permeabilità della membrana (Barber e Thompson, 1980; De Gier et al., 1982). Di 






produzione   dell'etilene,   tuttavia   l'etilene   sembra   comunque   influenzare   il   loro 
sviluppo.  Questa  proposta  è   supportata  dall'osservazione che  gli   inibitori  della 
sintesi   o   dell'azione   dell'etilene   ostacolano   l'aumento   nella   temperatura   di 
transizione   del   lipido   (Faragher  et   al.,   1987).  Un'osservazione   simile   è   stata 
segnalata   in   petali   di   garofano   dove   l'etilene   ha   determinato   una   maggiore 
microviscosità della membrana (Thompson et al., 1983). Ciò permette di suggerire 
un   meccanismo   generale   d'azione   fisiologica   dell'etilene,   come   composto 
endogeno, in grado di alterare lo stato fisico dei lipidi di membrana, coinvolgendo 
cambiamenti   nella   composizione   lipidica   delle   membrane;   per   esempio:   una 
diminuzione  in  fosfolipidi   (Beutelmann e Kende,  1977;  Borochov  et  al.,  1982; 
Thompson et al., 1982), la reazione di perossidazione dei lipidi ed un aumento in 
lipidi  neutri  a  catena   lunga (Veen,  1979).  Questi  cambiamenti  senza ombra  di 
dubbio   riflettono   l'avanzamento  nel   tempo  del   processo  di   senescenza,   di   cui 
l'aumento   climacterico   della   produzione   di   etilene   è   una   caratteristica   della 
senescenza   irreversibile   avanzata.   In   conclusione,   la   serie   di   eventi   che   si 
presentano durante l'invecchiamento di petali di rosa, ma si può considerare anche 
per il generale processo di senescenza fiorale, sembra coinvolgere quanto segue: 










stabile   ad   un   basso   livello   (Borochov   e   Woodson,   1989).   La   produzione 
autocatalitica   dell'etilene   si   sviluppa   gradualmente   con   l'avanzamento   della 
senescenza dei tessuti. Durante il climaterio, si realizza un incremento coordinato 
nelle attività  dell'ACC sintasi e dell'ACC ossidasi (Woodson  et al., 1992; Ten e 
Woltering,   1997),   che   convertono   S­adenosil   metionina   (SAM)   in   acido   1­
carbossi­aminociclopropano (ACC) e l'ACC in etilene, (Yang e Hoffman, 1984). 
L'espressione dei geni dell'ACC sintasi e dell'ACC ossidasi in petali di garofano 
dipende  dalla   presenza  dell'etilene   (Savin  et   al.,   1995).  Gli   effetti   dell'etilene 
possono essere ridotti pretrattando i fiori con inibitori della biosintesi o dell'azione 
dell'etilene.   Questa   procedura   applicativa   consente   di   realizzare   ricerche 
scientifiche migliori, atte alla comprensioni dei fenomeni etilene­dipendenti che 
fanno parte  del  processo di  senescenza fiorale.  Qui  di  seguiti   si   richiama una 
panoramica   generale   dei   più   comuni   inibitori   dell'etilene   utilizzati   per   scopi 
commerciali   (come  principi   attivi   di  molti   composti   commerciali   in   grado  di 
incrementare   di   molto   la   longevità   dei   fiori)   e   di   ricerca;   verrà   focalizzata 
l'attenzione essenzialmente sull'1­MCP, essendo stato utilizzato per questo lavoro. 
Inibitori della sintesi. Tra questi citiamo l'aminoetossivinil­glicina (AVG) e l'acido 
amino­ossiacetico   (AOA).   Quest'ultimo   è   sicuramente   quello   maggiormente 
utilizzato sia per scopi commerciali che di ricerca, in quanto ha un basso impatto 
tossicologico.   L'AOA  è   un   inibitore   dell'ACC   sintasi;   Yu  et   al.   (1979), 
evidenziarono che l'AOA inibisce l'attività dell'ACC sintasi creando un complesso 
stabile   con   il   cofattore   essenziale,   il   piridossale   fosfato.   Fujino  et   al.   (1980), 
constatarono che quando i fiori di garofano venivano mantenuti continuamente in 









garofano   (Veen   e  Van   de  Geijn,   1978);   inoltre   sembrano   ostruire   il   sito   del 























L'1­MCP   ha   impedito   l'incremento   della   produzione   di   etilene   indotta 
dall'impollinazione che conduce alla senescenza in fiori di  Phalaenopsis  
(Porat  et  al.,  1995).  Gli   enzimi  della  via  biosintetica  dell'etilene,  ACC 
sintasi, l'ACC ossidasi e l'accumulo dei relativi mRNA sono inibiti dall'1­
MCP  (Dong  et   al.,   2001;  Mathooko  et   al.,   2001;  Owino   et   al.,   2002; 
Shiomi  et al.,  1999).   L'inibizione dell'accumulo degli mRNA dell'ACC 
sintasi e dell'ACC ossidasi da parte dell'1­MCP, indica che esiste una forte 
regolazione   a   feedback  per   la   produzione  di   etilene   (Nakatsuka  et   al., 
1997);
2. degradazione della clorofilla e cambiamenti di colore: l'1­MCP impedisce 
o   comunque   rallenta,   il   processo   di   degradazione   della   clorofilla   ed   i 
cambiameti   di   colore   in   un   grande   range   di   piante   coltivate.   Lo 
sverdimento   delle   arance   (Citrus   sinensis)   viene   bloccato   mediante 
l'applicazione di 1­MCP e stimolato da etilene esogeno (Porat et al., 1999). 













4. la   respirazione:   in   generale,   l'1­MCP   riduce   i   tassi   di   respirazione   o 
rallenta l'incremento della respirazione (Tian et al., 2000). Con trattamento 
di 1­MCP, l'aumento respiratorio in avocado è stato rallentato di 6 giorni 
ed   è   stato   ridotto   per   il   40%  circa   ed   in   presenza  di   etilene   esogeno 





state   identificate   per  mezzo   di   un   semplice   screening   genetico   che   ha   usato 
l'effetto   dell'etilene   su   semenzali   sviluppati   in   oscurità,   fenomeno   conosciuto 
come “triplice risposta”.  Nella specie modello  Arabidopsis   thaliana,   la  triplice 
risposta   è   caratterizzata   dall'inibizione   dell'allungamento   della   radice,   da   un 
ipocotile ispessito e da un uncino apicale esagerato. Le popolazioni di Arabidopsis 
mutanti   sono   state   selezionate   dai   semenzali   che  hanno  mostrato   un   fenotipo 
alterato nella   triplice  risposta  e questo metodo ha portato all'identificazione di 
numerosi   mutanti   etilene­insensibili.   Questi  mutanti   includono  etr1  (ethylene 
response) (Bleecker et al., 1988; Chang et al., 1993), etr2 (Sakai et al., 1998), ein2 
(ethylene insensitive) (Guzma'n ed Ecker, 1990; Alonso et al., 1999), ein3 (Roman 
et   al.,   1995;  Chao  et   al.,   1997),  ein4,  ein5,  ein6  (Roman  et   al.,   1995),  hls1 
(hookless) (Guzma'n ed Ecker, 1990) ed eir1 (ethylene insensitive root) (Roman et  
al., 1995). Inoltre i mutanti che sono stati identificati, hanno esibito una triplice 
















Figura   1.2.4   ­  Via   per   la 
transduzione   del   segnale 
dell'etilene   basato   su   analisi 
genetica.   Sono   indicate   le 
componenti   chiave   di   questa 
via.   In   presenza   di   aria,   il 
regolatore   negativo   CTR1 
sopprime la via in modo che i 
regolatori   positivi   a   valle 
siano   inattivi,   quindi   si 
ottengono   semenzali   che 
mostrano   un   fenotipo   aria­
sviluppato.   Il   legame 
dell'etilene   invece,   induce 
l'inattivazione   di  CTR1,   e   in 
questo   modo   i   regolatori 
positivi   a   valle   sono   attivi. 
L'attivazione   delle   risposte 
dell'etilene   determina 




la   sua   localizzazione   sul   reticolo   endoplasmico   (ER)   (Chen  et   al.,   2002).  La 
localizzazione dei recettori dell'etilene sul ER, tuttavia, pone le seguenti domande: 





luogo,   i   recettori   sono   trasportati   rapidamente   al   loro   sito   d'azione,   e   questo 
potrebbe essere importante per i membri della famiglia del recettore dell'etilene di 
Arabidopsis, quali ERS1, ERS2 ed ETR2 la cui espressione è indotta da etilene 
(Hua  et al.,  1998).  In  terzo luogo,  il  ER rappresenta  il  sito multifunzionale di 
numerosi processi, per esempio: della omeostasi del calcio, della biosintesi e della 




















chinasica   di   CTR1   nell'aria   (in   assenza   di   etilene).   CTR1   è   il   componente 
Figura   1.2.5   ­  Modello   per   la 
transduzione del segnale dell'etilene che 
comprende le caratteristiche biochimiche 
dei   componenti   della   via.   I   domini 
solubili della proteina sono indicati come 
cerchi mentre le possibili strutture delle 
transmembrane   sono   indicate   come 
linee.   Le   componenti   confermate   della 
via   sono   indicate   in   azzurro;   le 
componenti   più   recentemente   proposte 
sono indicate in arancio. In presenza di 
aria,   i   recettori  dell'etilene  mantengono 
CTR1 in uno stato attivo che serve per 
reprimere   le   risposte   dell'etilene.   In 
presenza   di   etilene,   la   repressione   è 





Entrambe   le   famiglie   dei   fattori   di 
trascrizione sono coinvolte nelle risposte 
che   regolano   l'etilene.   Il   livello   della 
proteina EIN3 è più basso in assenza di 
etilene che in presenza di etilene, ciò  è 
dovuto   alla   degradazione   dalla   via 
ubiquitinproteasome.   La   figura   inoltre 
riporta   le   componenti   che   sono   state 
segnalate  più   recentemente,  vale  a  dire 







successivo a  valle  dei   recettori  nella  via  di   segnalazione   (Kieber  et  al.,  1993; 




i   fattori  di   trascrizione,  EIN2 ed EIN3/EIL  rimangono  inattivi.   In  presenza di 
etilene, questo si lega ai recettori, e gli ultimi non attivano più CTR1; in questo 
modo  CTR1 non può sopprime la via. Questo sistema di soppressione tiene conto 
dell'attivazione   di   EIN2,   dell'induzione   della   cascata   trascrizionale   e 
dell'organizzazione delle risposte dell'etilene. La presenza sia di regolatori positivi 
che   negativi   provoca   un  modello   per   la   segnalazione   dell'etilene   che   a   volte 
sembra   contro­intuitivo,   poichè   il   legame   dell'etilene   inattiva   in   anticipo   le 
componenti nella via. 
Evidenze sperimentali indicano che gli elementi ed il meccanismo di base della 






sativus) (Yamasaki  et al., 2000), garofano (Dianthus caryophyllus)   (Shibuya  et  
al.,  2002) e pera (Pyrus communis) (El­Sharkawy  et al.,  2003), due in melone 
(Cucumis melo) (Sato­Nara  et al.,  1999), passiflora   (Passiflora edulis) (Mita  et 
al., 1998), pesca (Prunus persica) (Rasori et al., 2002) e mais (Zea mays) (Gallie e 
Young,   2004)   ed   uno   in   frumento   (Triticum  aestivum)   (Ma   e  Wang,     2003). 














riducendo   il   numero   dei   recettori   dell'etilene,   oppure   quella   di   diminuire   la 
sensibilità   aumentando  l'espressione  del   recettore   (Muller  e  Stummann,  2003). 








in   studi  di  espressione  del   recettore  dell'etilene   in   fiori  di  Dianthus  e  di   rosa 
durante lo sviluppo e la senescenza. In  Dianthus  sembra che ci sia un rapporto 
inverso   fra   il   livello   di   espressione   del   recettore   dell'etilene   e   la   sensibilità 














in   fiori   di   rosa,   si   compone   di   tipi   multipli   di   recettori,   con   modelli   di 
sovrapposizione   dell'espressione.   In   fiori   di   rosa,   trattamenti   con   etilene 
chiaramente   hanno   determinato   un   incremento   dell'espressione   del   gene   del 





risultati  non sono conformi al  modello standard della  transduzione del segnale 
dell'etilene (Bleecker,  1999),   il  quale afferma che una riduzione del  livello dei 
recettori   provocherebbe   un   aumento   della   sensibilità   all'etilene,   mentre   un 
incremento   nel   numero   dei   recettori   determinerebbe   una   diminuzione   della 
sensibilità. 
Secondo   il  modello   standard   della   transduzione   del   segnale   dell'etilene   (Fig. 
1.3.4),   i   recettori  dell'etilene   (ETR1 ed   i   relativi  omologhi)  attivano CTR1  in 
1. Introduzione
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assenza  di  etilene  e  CTR1 attivo  inibisce  l'azione di  EIN2.  EIN3 ed  i   relativi 
omologhi   sono   stati   suggeriti   per   essere   regolatori   positivi   della   risposta 






la sensibilità  all'etilene aumenta durante  la  senescenza del   fiore ed  in   risposta 
all'etilene,  potrebbe quindi essere previsto un calo nel  livello dei recettori  o di 
CTR1, o un aumento nel livello di EIN3. Questa situazione non è il caso di fiori di 
rosa,  dove  i   livelli  della   trascrizione di  CTR1,  del   relativo omologo CTR2 ed 
inoltre di EIN3 sono stati studiati in fiori senescenti (Muller et al., 2000a; Muller 
et   al.,   2000b).   La   trascrizione   dei   due   geni   CTR   era   costitutiva   durante   la 
senescenza ed aumentava in risposta ad etilene esogeno. Per contro, il fattore di 
trascrizione RhEIN3 è stato trovato essenzialmente espresso in fiori senescenti ed 
in   risposta   a   trattamenti   con     etilene   e   con  ABA.  La   spiegazione   biologica, 
riguardo  l'esistenza di  una    molteplicità  di   recettori  dell'etilene  nelle  piante,  è 
attualmente sconosciuta, ma probabilmente potrebbe essere dovuta al fatto che i 
diversi recettori preservino un'identità funzionale distinta, attraverso la capacità di 
rispondere   in   maniera   differenziale   alle   segnalazioni   ormonali   inerenti   allo 
sviluppo (Lashbrook et al., 1998). Questa spiegazione può anche essere applicata 
a fiori di rosa, in cui l'etilene determina una maggiore espressione di RhETR1 e 
RhETR3   in   entrambe   le   cultivars,   mentre   soltanto   RhETR2   risulta   espresso 
costitutivamente nella   cultivar “Vanilla”. Nelle foglie di Arabidopsis, i livelli di 






al.,  2002; Rubinstein,  2000).  La regolazione differenziale dell'espressione della 
famiglia genica del recettore, da parte dell'etilene può fornire un meccanismo per 
realizzare   sensibilità   diverse,   anche   per   la   stessa   risposta,   in   circostanze 
diversificate.   In   rosa,   l'aumento  dei   livelli  di   trascrizione  dei   recettori  dopo  il 
trattamento   con   ABA,   suggeriscono   la   partecipazione   di   questo   ormone   nel 
processo di senescenza. Non è tuttavia ancora chiaro, se la senescenza del fiore 
promossa dall'ABA sia dovuta ad una maggiore produzione di etilene oppure ad 
un   cambiamento   nella   sensibilità   del   tessuto   all'etilene   (Muller  et   al.,   1999). 
Quindi si può ulteriormente supporre, che i cambiamenti nella risposta all'etilene 
possano   essere   controllati   da   un   certo   numero   di   fattori   interni   ed   esterni, 
compreso i livelli dell'ormone, lo status dei carboidrati, gli stress ambientali ed i 
segnali  di  impollinazione (Verlinden  et al.,  2002; He  et al.,  1992; Porat  et al., 
1995).   Strategie   alternative,   atte   alla   diminuzione   della   sensibilità   all'etilene 
mediante trasformazione del gene che codifica per il recettore dell'etilene, quale 
etr1, potranno essere fattibili in futuro. Se il modello standard è corretto (ciò senza 
dubbio   implicherebbe   la   necessità   di   spiegare   quelle   osservazioni   che   non 
sembrano essere conformi ad esso),  quindi   la  sovra­regolazione del   livello  del 
recettore, la sovra­regolazione dei livelli CTR1, o la sotto­regolazione di EIN3, 






vegetali.   In   un   primo   tempo   fu   considerato   solo   un   inibitore   della   crescita, 
successivamente   è   stato   scoperto   che   questo   ormone   è   coivolto   in   numerosi 
processi  fisiologici degli  organismi vegetali,  quali:  dormienza dei semi e  delle 
gemme, tropismo delle radici, chiusura stomatica, induzione di sintesi di proteine, 
























dell'isoprene,  che conduce poi  alla  sintesi  di  un carotenoide ossigenato C40,   la 
violaxantina. La sintesi della violaxantina è catalizzata dalla zeaxantina epossidasi 
(ZEP). La violaxantina è poi convertita in un composto C40,  9'­cis neoxantina, il 





uno  step  chiave  nella   regolazione  della  biosintesi  dell'ABA.  Questo  enzima  si 
trova nei tilacoidi, dove ovviamente sono localizzati i propri substrati. Infine lo 
xantossale viene ossidato ad ABA, passando dall'intermedio ABA­aldeide. Lo step 
finale   è   catalizzato   da   una   famiglia   di   aldeide­ossidasi   che   richiedono   come 
cofattore il molibdeno.
1.2.3.2.2 Ruolo fisiologico dell'ABA nel processo di senescenza





Quiles  et al.,  1995; Yeh  et al.,  1995). Garofani recisi,   trattati con ABA, hanno 
mostrato una riduzione della tenuta in vaso (Shibuya et al., 2000). Il rapporto che 
lega   l'ABA allo   stress   idrico,  nelle  piante   superiori  è   stato  molto  studiato per 




essere   responsabile   dell'induzione   della   biosintesi   dell'ABA   e   può   essere 
considerato per alcune specie come input per la senescenza del fiore (Ferrante e 
Vernieri,   2006).   In   petali   di   rosa,   il   rapporto  diretto   fra   lo   stress   idrico   e   la 
biosintesi  dell'ABA è   stato  dimostrato  usando ABA marcato.   I   risultati   hanno 
indicato che il progressivo assorbimento dell'acqua da parte del tessuto induce un 
aumento dell'ABA, mentre  in  fiori  collegati  fisiologicamente alla pianta non è 
stato  osservato nessun  incremento dell'ormone  (Le Page­Degivry  et  al.,  1991). 
Sulla base di questi  risultati,  è  stato suggerito che l'accumulo di ABA in fiori 
tagliati dopo la raccolta, potrebbe essere indotto dallo stress idrico. Questa ipotesi 
è stata confermata considerando che i fiori recisi sono suscettibili all'occlusione 
dei   vasi   xilematici;   questo   fenomeno   può   essere   principalmente   indotto   dalla 
proliferazione di colonie batteriche e fungine nell'acqua del vaso dopo la raccolta, 
oppure dalla formazione di emboli nello xilema in seguito al taglio (Zagory e Reid 
1986).  Di  conseguenza  la  biosintesi  prematura di  ABA può  essere considerata 
come l'inizio della senescenza del fiore. Il legame che intercorre tra il contenuto di 
ABA   e   la   tenuta   in   vaso   del   fiore,   è   stato   studiato   specialmente   in   rosa.   Il 
contenuto   di   ABA   endogeno   al   momento   della   raccolta,   risulta   essere 
inversamente  correlato  con  la  vita  delle   rose   in  vaso   (Mayak e  Halevy,  1972, 
Ménard  et   al.,   1996)   e   questo   risultato   può   essere   spiegato   considerando 
l'alterazione dei rapporti dell'acqua (Eze et al., 1986). In tessuti maturi, l'aumento 
del  livello di ABA induce numerose attività  enzimatiche e  inoltre coinvolge  la 
biosintesi  di  mRNA,  causando  la  comparsa  o   la   scomparsa  di   alcuni  mRNAs 
specifici. In fiori di  Hemerocallis fulva, i trattatamenti con ABA determinano la 
perossidazione dei lipidi, incrementi dell'attivita proteasica e la perdita di ioni da 







attraverso   l'etilene  ed  usando  gli   inibitori  dell'etilene  ABA­indotti,   questa   può 
essere evitata (Müller e Stummann, 2003). 
1.2.3.2.3 Effetti dell'ABA sull'espressione genica durante la senescenza
In   letteratura   sono   stati   principalmente   segnalati   gli   effetti   dell'ABA  esogeno 
sull'espressione di geni associati alla senescenza. Sono stati inoltre isoltati alcuni 
geni che risultano essere indotti direttamente dall'ABA. Per questo motivo appare 
chiaramente efficace  il   ricorso  ad analisi  di   tipo molecolare  atte  a  valutare   le 
differenze   nell'espressione   genica;   queste   ricerche   potrebbero   consentire 
l'isolamento di geni che sono direttamente indotti dall'acido abscissico in foglie 
giovani   o  mature   prima   dell'induzione   della   senescenza   (Ferrante   e  Vernieri, 
2006).   Inoltre,   l'espressione  genica  di  numerosi  geni,   che   sono  coinvolti   nella 
senescenza   del   fiore   o   della   foglia,   risulta   essere   aumentata   od   indotta   dai 
trattamenti con ABA. A titolo di esempio, l'endonucleasi S1, la subtilisina e il 
trasportatore  del  nitrato,   isolati   in   fiori   senescenti  di  narciso,   appaiono  sovra­
espressi, quando al tessuto viene applicato ABA esogeno (Hunter  et al., 2004). 
L'endonucleasi S1 è una proteina associata alla senescenza, isolata per la prima 
volta   in   fiori   senescenti   di  Hemerocallis   fulva  (Panavas  et   al.,   1999).   Le 
subtilisine, o idrolasi del carbonile, sono proteasi alcaline (pricipalmente proteasi 
della   serina),   che  hanno  un'alta   attività   specifica   su   substrati   proteinici;   sono 
proteasi stabili in condizioni alcaline o quando legate al calcio (Bryan et al., 1986; 





pianta,   in   cui   sono   immagazzinate   come   riserve.   Questa   strategia   è   attivata 
normalmente durante la senescenza naturale delle foglie (Yap  et al., 2003), ma 
sembra   avvenire   anche   nella   senescenza   indotta   dopo   la   raccolta.   I   geni   che 
codificano per queste sostanze, non sono necessariamente attivati dall'ABA, ma la 
loro espressione risulta maggiore, se i fiori o le foglie sono trattati con ABA. Le 
foglie   vecchie   di  Arabidopsis  trattate   con  ABA,  mostrano   l'induzione  di   geni 
differenti,   come  SAG12,  SAG13,  SAG17,  ERD1 e  RD21,   rispetto   alle  giovani 
foglie trattate, che mostrano invece solo l'induzione di SAG13 e RD21 (Weaver et  







associate   alla   senescenza   è   quella   di   assicurare   la   detossificazione   durante   la 
senescenza del foglie, in quanto in questo processo fisiologico vengono liberati 
ioni metallici in seguito alla rottura delle proteine (Chen et al., 2003). 




una   endoxiloglucano   transferasi,   associata   solitamente   alla   formazione   ed   alla 
riorganizzazione delle pareti cellulari durante sviluppo e l'espansione delle cellule 
(Goujon  et   al.,   2003).   Probabilmente,   l'induzione   di   questo   gene   durante   la 
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senescenza  può   essere   correlato   al   disfacimento  della   cellula.  Per   concludere, 










Thomashow,   1999;  Wang  et   al.,   2003).   Poiché   alcuni   segnali   promuovono   lo 
sviluppo delle piante, mentre altri lo reprimono, lo sviluppo di una pianta deve 
essere determinato in base al somma totale della regolazione positiva e negativa 
















studiata   largamente,   infatti   la   ricerca   in   questo   settore  è   stata  messa   a   fuoco 
principalmente sul ruolo dell'etilene. L'etilene, infatti, gioca un ruolo regolatorio 
chiave  nella   senescenza   fiorale;   al   progredire   della   senescenza   fiorale  è   stato 
osservato   un   incremento   della   produzione   dell'etilene.   Tuttavia,   alcune   prove 
suggeriscono   un   ruolo   anche   dell'acido   abscissico   in   numerosi   processi   della 
pianta.  È  chiaro che  le applicazioni esogene di ABA accelerano  la senescenza 
delle foglie e del fiore. I livelli di ABA aumentano durante la senescenza fiorale in 
tutti   i   fiori   etilene­sensibili   ed   insensibili.   L'ABA   non   può   essere   il   fattore 
principale responsabile della senescenza fiorale, ma certamente è un elemento del 
pool   dei   cambiamenti   fisiologici   che   caratterizzano   la   fase   di   senescenza.  La 
mancanza,   inoltre,   di   specifici   inibitori   della   biosintesi   dell'ABA,   rende 
estremamente difficoltoso comprendere  l'effetto dell'acido abscissico durante  la 
senescenza.   La   precisa   valutazione   dei   collegamenti   fra   determinate   vie   di 
segnalazione,  per   esempio  per   l'ABA e   l'etilene,   inoltre,   può   essere   effettuata 
mediante   studi   di   biologia  molecolare   e   usando   piante  mutanti   (Gazzarrini   e 





o  diminuendo,   la   sintesi  dei  geni  associati  alla   senescenza.  Anche  le   tecniche 
immunologiche   e   gascromatografiche,   possono   rappresentare   un   modo   per 







1.3   Ruolo   delle   biotecnologie   nel   controllo   della 
senescenza fiorale
Fiori ornamentali che appassiscono più lentamente, entro alcuni giorni, sarebbero 
i   benvenuti   in   un   mercato   che   attualmente   usa   prodotti   chimici   tossici   per 
realizzare una più lunga shelf­life. 
Il   fitormone   etilene,   è   ovviamente   collegato   e   responsabile   di   questo 
deterioramento, quindi facendo diminuire la sua relativa produzione o percezione, 
potrebbe   sicuramente   portare   benefici   al   settore   florovivaistico   (Arshad   e 
Frankenberger, 2002). 
1.3.1 Alterazione dei livelli dell'etilene nelle piante 
La modificazione  della  quantità  di  etilene prodotta   in  circostanze di   stress,  di 
maturazione   dei   frutti   e   di   senescenza   fiorale   è   l'obiettivo   delle   strategie 
transgeniche (Fig. 1.3.1). La tabella 1.3.1 ricapitola le specie di piante transgeniche 
che sono state generate tramite l'inserzione di geni che alterano il livello di etilene 
prodotto   nella   pianta,   nel   frutto   o   nel   fiore.   Lo   studio   della   via   biosintetica 
dell'etilene nelle piante, ha permesso di modificare ed inserire geni che alterano il 
livello di questo ormone, prodotto in risposta ai vari stimoli. 




L'espressione   delle   trasduzioni   antisenso   o   senso   degli   enzimi   della   via   di 








1990),   anche   se   il  meccanismo   rimane   poco   chiaro.   L'inserzione   di   un   gene 
endogeno con trasduzione antisenso, induce la produzione dell'mRNA antisenso. 
Se i livelli di espressione delle trasduzioni antisenso e senso del gene sono simili, 
allora   la   maggior   parte   degli   mRNA   senso   si   legheranno   per   formare   una 











L'enzima   SAM  decarbossilasi,   converte   la   SAM  in   SAM  decarbossilata,   che 
rientra poi nella via biosintetica delle poliamine (Kumar et al., 1996). Il gene della 
SAM   decarbossilasi   è   presente   nei   batteri,   nelle   piante   e   nei   mammiferi. 





















nei   livelli   dell'etilene  o   nel   fenotipo  della   pianta,  ma   ha   determinato   fenotipi 














dell'ACC   sintasi   in   pomodoro   sono   simili,   non   sono   le   regioni   di   controllo, 
tenendo conto dell'espressione temporale ed inducibile in differenti circostanze. 
Per inibire l'mRNA dell'ACC sintasi di pomodoro, l'intero gene, compreso le parti 











Shimomura,   1978)   e   catalizza   la   conversione   dell'ACC   in   ammoniaca   e  α­
ketobutirrato,   i   quali   possono   essere   ulteriormente   metabolizzati   dal 
microorganismo. Inserendo il gene per l'ACC deaminasi in piante di pomodoro 
sotto  il  controllo del  promotore CaMV 35S,  il   frutto realizza una maturazione 
rallentata (Klee  et al.,  1991). Nessuna differenza fenotipica significativa è  stata 
individuata tra piante con livelli elevati dell'ACC deaminasi, e piante controllo, 
tranne la differenza nella maturazione dei frutti (Klee  et al.,  1991). Altre linee 
transgeniche di  pomodoro sono state  prodotte  usando  la  stessa  strategia e  con 































se a  bassi   livelli)  e  quindi,  più   facilmente è   isolato e  studiato.  L'ACC sintasi, 
d'altra parte, è momentaneo, riscontrabile soltanto poco prima della sua azione e 
quindi è meno accessibile per lo studio e la manipolazione.
1.3.2  Manipolazione  delle   componenti  della   trasduzione 
del segnale dell'etilene.
Le piante   transgeniche  sono state  create  con  una  capacità   ridotta  di  percepire 
l'etilene, con lo scopo di ridurre l'effetto dell'etilene e/o come strumenti per  la 
comprensione   del   ruolo   di   ogni   componente   della   cascata   di   segnalazione.   I 





con  una  mutazione  nel   dominio   dell'istidina   chinasi   (Ciardi  et   al.,   2000).  La 
tabella  1.3.2,  contiene  una   lista  delle  piante  con  sensibilità   alterata  all'etilene, 










Sono   stati   riportati   numerosi   casi   di   trasformazione   genetica   in   colture   orto­
floricole con il gene del recettore dell'etilene etr1­1 (ethylene­insensitive). Bovy et  
al.  (1999)   hanno   trovato   che   l'espressione   del   gene   etr1­1   di  Arabidopsis,   in 










pretrattati   con   inibitori   della   biosintesi   dell'etilene   (AOA)   o   inibitori   d'azione 
dell'etilene  (STS,  1_MCP),   (Bovy  et  al.,  1999;  Van Altvorst  et  al.,  1995;  Van 
Altvorst et al., 1997).
La trasformazione con il gene del mutante di Arabidopsis etr1­1, sotto controllo 






una   settimana   (Gumbrium  et   al.,   2000),   le   piante   etilene­insensibili   hanno 
mostrato   una   ridotta   formazione   di   radici   avventizie   (Clark  et   al.,   1999). 
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Recentemente,   la  petunia è   stata   trasformata con  i  boers,  un allele  mutato dei 










specifici,   come:   il   promotore   fiorale   della   proteina   di   legame   (FBP1)   o   il 












Der  Busbeck,   ambasciatore   olandese   alla   corte   di  Solimano   a  Costantinopoli. 
Appassionato di botanica studiò ed invio in patria numerosi esemplari di specie 
vegetali,   tra   cui   l'ibisco.  Il   genere  Hibiscus  appartiene   alla   classe   delle 
Dicotiledoni   ed   alla   famiglia   delle  Malvaceae.  L'Hibiscus   rosa­sinensis  è 
originario   dell'Asia   tropicale,   in   particolare    dell'Asia   sud­est   (Cina).  Tuttavia 
questa specie ormai ha avuto una diffusione globale, la possiamo infatti trovare in 
tutti i continenti. Alle nostre latitudini fiorisce ininterrottamente dalla primavera 
all'autunno,   dando   il   meglio   di   sè   in   estate.   La  maggior   parte   delle   varietà 







variare  tra   i  2 e   i  10 metri,  ma spesso si   limita  a  2,5­4 metri,   specialmete se 
regolata  a   siepe.  Le   foglie   sempre  verdi   formano una  massa  compatta  di   rara 









facilmente  i  12 cm di  lunghezza. La corolla è   formata complessivamente da 5 
petali.  I  colori dei petali,  nelle varietà  coltivate, si  collocano su cinque pilastri 
fondamentali:   rosso,   bianco,  giallo,   arancione   e  viola­purpureo,   con  una   serie 
infinita di variazioni tonali. 
Figura 1.4.2 ­ Particolare del fiore Hibiscus rosa­sinensis
I   fiori   si   aprono   solitamente   di  mattina,  ma   nel   pomeriggio   iniziano   già   ad 






















































Il   lavoro   dal   punto   di   vista   molecolare,  è   stato   focalizzato   solo   nel   fiore 
completamente aperto ed  ha come obiettivo principale l'isolamento di geni che 




















Le   piante   sono   state   coltivate   presso   il   DBPA1  della   Facoltà   di   Agraria 
dell'Università degli Studi di Pisa. 



















Figura 3.2.1  –  A. Fiori   sottoposti   a   trattamenti  con  ABA,  1­MCP e   rispettivo 
controllo;   B.   Gemme   sottoposte   a   trattamenti   con   ABA,   1­MCP   e   rispettivo 
controllo.
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3.3  Determinazione   della   produzione  di   etilene   tramite 
gascromatografia












3. Materiali e metodi
67





















3. Materiali e metodi
68
3.4   Determinazione   del   contenuto   di   ABA   tramite 
radioimmunassay
L'analisi  della  ABA è   stata   fatta   con   saggio   radioimmunalogico   (RIA)  basato 
sull'impiego   di   un   anticorpo   monoclonale   (DBPA1)   prodotto   contro   l'acido 
abscissico   libero,   (S)­ABA,   (Vernieri  et  al.,  1989).   In  questo   tipo  di  analisi   il 
tracer,   antigene  marcato   che   compete   con   l'antigene   non  marcato   (ABA   nel 
campione) per  i  siti  di   legame dell'anticorpo è  costituito da ABA marcato con 
trizio.  Per  misurare   la  quantità  di  ormone  presente   in  un  dato  campione,   (nel 
nostro   caso   il   campione   è   costituito   dal   materiale   vegetale   proveniente   dai 
trattamenti con 1­MCP e dai controlli; non avrebbe infatti senso determinare la 
quantità  di ABA in campioni che sono stati  trattati con ABA esogeno), è  stata 
costruita una curva di taratura, curva di standard, aggiungendo alla quantità fissa 
di tracer, quantità  crescenti di antigene non marcato da 15 a 1000 pg/50 µl. Le 
concentrazioni   di   ABA   presenti   nei   campioni   sono   state   ottenute   per 
interpolazione  su questa  curva.  Per  minimizzare  le   fonti  di  errore,   la  curva di 
standard   viene   generalmente   linearizzata  mediante   trasformazione   in   logit   dei 





Dove  B   rappresenta   il   valore   della   radioattività   (in   cpm)   per   ogni   punto   in 
presenza di antigene non marcato (standard) e Bmax il valore della radioattività 














con  un   tampone,  ma  tutto   ciò   comporta   inevitabili   perdite  di  ABA.  Nel   caso 
dell'estrazione  in  acqua,  questo passaggio viene evitato  e  quindi  non si  hanno 
perdite dell'ormone. I campioni erano stati precedentemente pesati (circa 100 mg) 




immunizzando   capre   con   immunoglobine  G  di   topo;   successivamente   è   stato 
distribuito   nei   pozzetti   l'anticorpo   monoclonale   anti­ABA   (contro   l'acido 
abscissico libero) che viene legato dal precedente ed infine è  stata aggiunta la 
miscela   di   competizione   costituita   dal   tracer   radioattivo   e   gli   standards   o   i 
campioni (Fig. 3.4.1). L'impiego di un primo anticorpo anti­topo è un passagio 
indispensabile   in quanto  le   immunoglobuline di   topo,  al  contrario  di  quelle  di 
capra, non si adsorbono facilmente al vinile delle piastre. 




pozzetto   è   stato   saturato   con   un   anticorpo   policlonale   anti­topo   (1.);   è   stato   poi   distribuito 
l'anticorpo monoclonale DBPA1 anti­ABA (2.) e successivamente è stata aggiunta la miscela di 
competizione costituita dal tracer radioattivo e l'antigene non marcato: i campioni (3.). A questo 




contatto  con   l'anticorpo,  perchè   la  competizione  possa  avvenire   correttamente. 















genomico   è   stata   realizzata   con   il   Kit   della   Qiagen 
(Dneasy Plant Kit®),  previa macinazione dei tessuti  dei 
campioni con mortaio e pestello in azoto liquido.
Il   kit   commerciale   di   estrazione   Dneasy  è   basato 
sull’utilizzo   di   colonnine   che   legano   selettivamente   il 
DNA   ai   propri   filtri   e   permettono   l’eluizione   delle 
proteine, dei contaminanti e di tutti i metaboliti secondari 
non   legati   al  DNA stesso;   succesivamente,   cambiando  l’eluente,  generalmente 
viene utilizzata acqua milli Q sterile, viene rilasciato quindi il DNA purificato. 
Terminata   l'estrazione   il   DNA   è   stato   poi   quantificato   con   l’ausilio   dello 
spettrofotometro, che ne determina la concentrazione, l’assorbanza e il grado di 
purezza ( A260/  A280  ) relativo ad ogni campione. I valori per essere considerati 
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3.6   Clonaggio   del   gene   che   codifica   per   il   recettore 
dell'etilene
3.6.1 Amplificazione del DNA genomico
Il  DNA genomico estratto da foglia di  Hibiscus rosa­sinensis  è  stato utilizzato 
come   template   per   la   reazione   di   PCR   (Polimerase   Chain   Reaction). 
Successivamente,   sono   stati   disegnati   primers   degenerati   attraverso   un 
multiallineamento delle sequenze, ottenuto con il software ClustalW, sulle regioni 
amminoacidiche   altamente   conservate,   depositate   in   banca   dati,   relative   alle 
proteine ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 e EIN 4  di Arabidopsis.
La   tabella   3.6.1   illustra   le   sequenze   dei   primers   degenarati   ottenute   dal 
multiallineamento.
Tabella   3.6.1   –  Sequenze   nucleotidiche   dei   primers   degenerati   ottenute   dal 
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3.6.2 Corsa elettroforetica su gel di agarosio





























(Promega)   a   frammenti  di  DNA a   lunghezza  nota   e   da  un  Blue/Orange  6  X 
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3.6.4 Clonaggio  
I  campioni ottenuti  dall'estrazione di DNA genomico da gel,  sono stati  clonati 
secondo   il   protocollo  del  TOPO TA Cloning®  (Invitrogen).  La  procedura  qui 
descritta è utilizzata ogni volta sia stato necessario effettuare un clonaggio.
3.6.4.1 Inserzione dell'amplificato nel DNA plasmidico (ligation)


































Le   piastre   sono   state   incubate   a   37ºC   over   night,   per   permettere   la   crescita 
batterica.  La   selezione  delle   colonie  è   stata   fatta   con   il  metodo  di   screening 
blu/bianco:  nel  plasmide è   infatti  presente   l'operone  Lac­Z  che  codifica per   il 
polipeptide ­galattosidasi; questo enzima è in grado di scindere la molecola Xgal 




3. Materiali e metodi
78
s'inserisce   all'interno   dell'operone,   viene   interotta   la   sequenza   per   la  ­
galattosidasi che non è  più sintetizzata. Le cellule che contengono l'inserto non 
saranno in grado di scindere lo X­gal presente nel substrato, quindi saranno di 
colore   bianco;   mentre   quelle   prive   dell'inserto   metabolizzeranno   l'X­gal 
colorandosi  di  blu.  Le colonie  bianche sono state   raccolte  con stuzzicadenti  e 
sospese in 4 ml di LB e Amp+, e fatte crescere over night in agitazione a 37ºC 
(Fig. 3.6.3).
Figura 3.6.3 –  A. Con uno stuzzicadenti   sono state  asportate   singole  colonie  bianche;  B.  Le 














stati   addizionati   350  µl   di   tampone   di   legame.  Al   fine   di   eliminare   la   fase 
precipitata, è stata effettuata una centrifugazione a 13000 rpm per 10 minuti. Il 
surnatante, contenente il DNA plasmidico, è stato recuperato e trasferito in una 









Nella   fase  di  amplificazione  possono crearsi  artefatti,   e  quindi  questi  possono 
essere erroneamente clonati contemporaneamente agli amplificati specifici oppure 
si   puo'   verificare   la   perdita   dell'inserto   dal   plasmide.   Per   ovviare   a   questi 
































le   sequenze  depositate   in  banca dati   (GenBank/EMBL) mediante   i  programmi 






caldo (Wan e Wilkins,  1994), su campioni di petalo di fiori  di  Hibiscus rosa­
sinensis,   provenienti   da   trattamenti   con   ABA,   1­MCP   e   controlli,   ai   timing 
prefissati (Fig. 3.7.1).
Figura   3.7.1   –  Petali   del   fiore   di  Hibiscus   rosa­
sinensis impiegati per l'estrazione di RNA.
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dell'Hot Borate (XT) buffer. 



















è  stata aggiunta,  mediante  imbuti  prerefrigerati   in azoto  liquido,  ai   tubi  con  il 
tampone di estrazione. I tubi sono stati vortexati per 30 secondi, quindi posti in 
ghiaccio  per   40   secondi   per   abbassare   la   temperatura   a   circa   65ºC  per   poter 
aggiungere 37,5 µl di proteinasi K. Una volta che la proteinasi K è stata aggiunta, i 
tubi   sono   stati   vortexati   per   altri   30   secondi   e   disposti   orizzontalmente   in 
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agitazione   per   1   ora   e   mezzo   alla   temperatura   di   42ºC.   Termita   il   periodo 
d'incubazione,   ai   tubi   sono  stati   aggiunti  0,08  volumi   (400 µl)   di  KCl  2M,  e 
lasciati   in   agitazione   in   ghiaccio   per   30   minuti.   E'   stata   effettuata   poi   un 




ripetuta una centrifugazione a 12000 rpm per 30 minuti  a 4ºC, e  il  surnatante 
eliminato.   Il   pellet  è   stato  poi   risospeso   in  500  µl   di   acqua  DEPC e   il   tutto 
trasferito in tubi da 2ml Rnasi­free. Sono stati aggiunti 600 µl di cloroformio e poi 
i   campioni   centrifugati   per   10  minuti   a  13000   rpm.  Dopo   la   centrifuga  nella 
provetta s'individuano 3 fasi, come mostrato nella figura (3.7.2).
E'   stata   prelevata   la   fase   piu'   in   alto   che   contiene   l'RNA   (400  µl),   facendo 
attenzione   a   non   intaccare   la 
seconda fase che contiene proteine, 
e posta in nuove eppendorf da 2ml 
Rnasi­free.   Alla   precedente 
eppendorf   sono   stati   aggiunti   altri 
500 µl di acqua DEPC, ripetendo in 
maniera analoga lo step precedente: 
centrifuga   e   prelievo   della   prima 
fase   che   è   stata   poi   aggiunta   a 













estratto,   al   di 
sotto   si   trovano 
le   proteine   e 
ancora   sotto   il 
cloroformio.
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E'  stato  inoltre utilizzato un secondo protocollo di  estrazione di  RNA,  il  Bulk 
Method, che prevede semplicemente la sostituzione della proteinasi K, con 12,5 
ml di fenolo.
La   quantificazione   dell'RNA   estratto   è   stata   eseguita   mediante   lettura   al 
NanoDrop, un particolare spettrofotometro, che permette di utilizzare un volume 
assai ridotto, pari a 2 µl, senza la necessità di diluire in acqua. Come nel caso della 
quantificazione del  DNA,  lo   strumento  fornisce  il   rapporto 260/280  (che  deve 
essere maggiore di 1,8) e la concentrazione relativa ad ogni campione.
Tabella 3.7.3 –  Preparazione delle   soluzioni  utilizzate nell'estrazione  dell'RNA totale. 
Temporalmente,   laddove è  prevista   l'agitazione over night,  questa avviene prima della 
sterilizzazione in autoclave.
















Proteinasi K 20 mg proteinasi K no no
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3.8  Corsa elettroforetica su gel  d'agarosio   in  condizioni 
denaturanti




































I   primers   che   sono   stati   utilizzati   per   la   retrotrascrizione   sono  Oligo   dT.  La 
miscela  è   stata   incubata a  65°C per  5  minuti  quindi  posta  immediatamente  in 
ghiaccio per  5  minuti.  Successivamente,  dopo aver  centrifugato brevemente   la 
soluzione, sono stati aggiunti nell'ordine: 4 µl di “First­Strand Buffer” (5 X), 2 µl 












interessa  e  di  un  controllo   interno   (gene  Hause  keeping  cioè   costitutivamente 
espresso),utilizzando   due   coppie   di   primer   specifici,   con  Tm   (temperatura   di 
melting   o   di   appaiamento)   anologhe.   I   frammenti   da   amplificare,   del   cDNA 
d'interesse e del controllo interno, devono essere compatibili tra loro, ovvero non 
devono formarsi prodotti ibridi dovuti al legame tra i due amplificati e nella co­
amplificazione   non   devono   essere   prodotte   bande   aggiuntive   a   quelle   attese. 





di   primers   specifici,   una   che   amplificava   per   il   gene   della  ­tubulina   (TUB, 
controllo interno), l'altra per il gene del recettore dell'etilene Hrs ETR5, isolato 
negli   steps   precedenti.  Le   sequenze  dei   primers   specifici   sono   illustrate   nella 
tabella 3.9.1.























La   senescenza   dei   fiori   di  Hibiscus   rosa­sinensis  è   caratterizzata   da   un 











La produzione di  etilene e   la  variazione del  contenuto endogeno di  ABA, nei 














































stata  maggiore   di   circa   due   volte   rispetto   ai   petali,   che   hanno  mostrato   una 
produzione di 5000  pl  g-1 PF, (Fig. 4.1.2).
Nello stadio di fiore completamente aperto, la produzione di etilene, nei petali e 






























rosa­sinensis,  ossia  nello   stadio di  gemma e  in  quello  di   fiore completamente 
aperto durante un arco di 24 ore.
Nello   stadio  di  gemma,   la  produzione  di  etilene,  per  quanto   riguarda  l'organo 
dell'ovario, è  stata influenzata dall'applicazione esogena di ABA dopo 3 ore di 
distanza   da   tale   trattamento,   mostrando   un   incremento   significativo   nella 
produzione   di   etilene,  mentre   nelle   altre   ore   le   differenze   sono   risultate   non 
significative (Fig. 4.1.3).
Figura 4.1.3 ­ Produzione endogena di etilene nell'ovario di gemme di Hibiscus rosa­sinensis. Le 






















dopo  un'ora   dal   trattamento.  Tale   effetto   si   esplica   come  una   riduzione  nella 
produzione di etilene, questa infatti viene dimezzata, passando da circa 25000 pl 




valori   rappresentano   la  media   (n=5)  con   i   relativi  errori   standard.   I   dati   sono   stati   sottoposti 
all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state 
determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 



























determinata   in   tutti   e   tre   gli   organi   (petali,   pistillo   con   stami   ed  ovario),  ma 























valori   rappresentano   la  media   (n=5)  con   i   relativi  errori   standard.   I   dati   sono   stati   sottoposti 
all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state 
determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 






















Figura   4.1.7   ­  Produzione   endogena   di   etilene   nell'ovario   di   fiori   completamente   aperti   di 
Hibiscus rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 0,1mM ABA per 




differenze   tra   la   biosintesi   di   etilene   nei   fiori   trattati   con  ABA  esogeno   e   i 
controlli. Tuttavia è  da sottolineare il fatto che l'incremento della produzione di 





























































durante   le   prime   12   ore   (Fig.   4.1.10).   Inoltre   l'evoluzione   dell'etilene,   sia 
nell'ovario trattato (Fig. 4.1.9) che nel pistillo con stami trattato (figura 4.1.10), è 
nuovamente   aumentata   fino   a   raggiungere   i   rispettivi   controlli   a   24   ore   di 
trattamento.





















































la   produzione   di   etilene   viene   praticamente   raddoppiata   rispetto   al   controllo, 
passando da circa 3000 pl  g-1 PF (controllo) a circa 6500 pl  g-1 PF(ovario trattato) 
(Fig.   4.1.12).   Successivamente,   a   12   ore   di   trattamento,   l'andamento   della 
produzione di etilene ha mostrato una riduzione del 25% rispetto al controllo, per 
poi in seguito (alle 24 ore), nuovamente aumentare del 25%   sempre rispetto al 




















aumento  della  produzione  alle  24  ore;   la  quale,  nel   caso  dell'ovario  del   fiore 
completamente aperto,  supera il  controllo,  mentre nell'ovario e nel pistillo con 
stami delle gemme invece la raggiunge.























Nel   pistillo   con   stami,   l'effetto   dell'1­MCP   è   stato   rilevato   dopo   24   ore   dal 
trattamento.  Tale  effetto   si  è   esplicato  come una   riduzione  molto  significativa 
della   produzione  di   etilene  da  parte   dell'organo   trattato,   circa   l'80%  in  meno 
rispetto   al   controllo   (Fig.   4.1.13).   Nelle   altre   ore   le   differenze   sono   state 
statisticamente non significative, tuttavia è da evidenziare in queste, un andamento 
praticamente analogo tra gli organi trattati e i controlli.
Figura 4.1.13 ­  Produzione endogena di  etilene nel  pistillo con stami,  di  fiori  completamente 
aperti di Hibiscus rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 
1­MCP per 24 ore. I valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono 





















































Nello   stadio   di   gemma,   il   contenuto   endogeno   di   ABA   nei   petali,   è   stato 
influenzato dal trattamento con 1­MCP dopo 3 ore, mostrando una diminuzione 






























Nel   pistillo   con   stami,   l'effetto   dell'1­MCP   è   stato   rilevato   dopo   24   ore   di 








I  valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard.  I  dati sono stati sottoposti 
all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state 
determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
































































































I  valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard.  I  dati sono stati sottoposti 
all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state 
determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
Nell'ovario   la   variazione   del   contenuto   di   ABA   endogeno   ha   mostrato   un 
incremento significativo, pari al 75% rispetto al controllo, durante le 24 ore di 
trattamento. Il controllo, invece, ha mostrato i livelli di ABA endogeno più bassi 




















































L’isolamento   dell’RNA  totale   è   stato   effettuato   con   diversi  metodi   al   fine   di 
ottimizzare  i  protocolli  ed ottenere RNA ad alta qualità  non degradato con un 
rapporto 260/280 molto alto prossimo a 2. Per ottenere RNA di alta qualità, non 
degradato, sono stati impiegati due metodi di estrazione, quello dell'Hot Borate e 
il   Bulk  method.  Nel   caso   del  metodo   dell'Hot  Borate   è   stato   ottenuto  RNA 









































nella  corsia  6  è  presente   il   solo  plasmide  evidenziando quindi   la  perdita  o   la 
mancata inserzione dell'inserto d'interesse.
Figura   4.2.3   ­  Digestione   con   l'enzima   di   restrizione   EcoRI   per   discriminare   le  colonie 
trasformate. Il DNA plasmidico dei campioni provenienti dal clonaggio in cellule competenti di E. 
coli è stato sottoposto a digestione EcoRI e successiva corsa elettroforetica su gel di agarosio 1%. 
Le   corsie   1,   2,   3,   4,   5     del   gel   confermano   l'acquisizione  dell'inserto   da   parte   del  plasmide 
evidenziando la presenza di una banda a circa 750 bp che rappresenta la dimensione attesa del 




nelle  banche dati.   I   risultati  ottenuti  hanno evidenziato un'elevata  omologia di 
sequenza,   a   livello   amminoacidico   con   i   geni   che   codificano   per   i   recettori 
dell'etilene. La figura 4.2.4 riporta la sequenza del DNA genomico del campione 
Hrs   ETR5   (Hrs:  Hibiscus   rosa   sinensis)   ottenuta   dal   sequenziamento.   Il 































sono   più   simili   (97%   di   omologia)   rispetto   a   Hrs   ETR­31   che   presenta 
un'omologia di sequenza del 95%. L'omologia di sequenza tra il campione Hrs 






















I   frammenti   della   prima   sub­famiglia,   come   si   osserva   dalla   figura   4.2.6, 




Non sono state   invece   isolate   sequenze di  Hibiscus  rosa­sinensis,  omologhe a 
quelle dei recettori dell'etilene ERS2, ETR2 ed EIN4 di A. thaliana. 
Un'ulteriore conferma riguardo all'effettiva appartenenza delle sequenze isolate, 
alla   famiglia   genica  dei   recettori   dell'etilene  ERS1  ed  ETR1,  è   stata   ottenuta 
mediante un'analisi comparativa delle nostre sequenze con quelle di altre specie 
vegetali, trovate in banca dati (Fig. 4.2.7).
Anche in questo caso l'analisi  dei  cluster  ha confermato  i   risultati  ottenuti  dal 
precedente multiallineamento, infatti nel cluster 1 si ritrovano, insieme alle nostre 















4.2.3   Analisi   dell'espressione   genica   del   recettore 
dell'etilene ERS1 in petali di Hibiscus rosa­sinensis
Sulla  base  dei   risultati  ottenuti  dall'analisi   fisiologica,   l'analisi  dell'espressione 
genica è stata focalizzata essenzialmente nelle prime 6 ore di trattamento ABA, 1­
MCP e controllo, in petali di fiore completamente aperto. 









ETR­5),   i   cui   frammenti   presentano   un   omologia   di   sequenza   a   livello 
aminoacidico pari  al  92%, ricavata grazie al  multiallineamento con il  software 
ClustlW. Le quantità   relative per ogni  prodotto di PCR sono state quantificate 
mediante scansione diretta del gel di agarosio 1% con il densitometro UVP Image 










Figura  4.2.8   –  Livello   di   espressione   genica   relativa   ad  ERS1­1,   stimato  mediante  RT­PCR 
semiquantitativa. Il livello di espressione del trascritto ERS1­1, normalizzato rispetto al trascritto 





è  stato visibile durante  le 3 ore e  le  6 ore (Fig.  4.2.9).  Per quanto riguarda il 


























Figura  4.2.9   –  Livello   di   espressione   genica   relativa   ad  ERS1­2,   stimato  mediante  RT­PCR 
semiquantitativa. Il livello di espressione del trascritto ERS1­2, normalizzato rispetto al trascritto 
per   la  ­tubulina,  è   stimato misurando  la   fluorescenza dei  prodotti  di  PCR separati   in  gel  di 
agarosio 1%, colorato con bromuro di etidio.
4.2.4   Confronto   dei   dati   fisiologici   e   analisi 
dell'espressione genica
La produzione di etilene è stata ridotta in corrispondenza del trattamento ad 1 ora 






























emerge  che   l'inibizione  dell'azione  dell'etilene   induce  una   riduzione  dei   livelli 
ormonali   dell'ABA   e   dell'etilene,   quindi   l'andamento   dei   due   ormoni   sembra 
essere legato tra loro.
Per   concludere   si   può   affermare   che   gli   effetti   dell'ABA   sulla   produzione 
dell'etilene, in gemme o in fiori completamente aperti, si evidenziano a distanza di 
1­3  ore  dal   trattamento.  Gli  effetti   indotti  dal   trattamento  con 1­MCP,  invece, 
necessitano di un margine temporale più ampio per poter essere osservabili, circa 
12­24 ore dal trattamento. Inoltre le variazioni del contenuto endogeno di ABA nei 
tessuti   considerati,   petali,   pistillo   con   stami   ed   ovario,   sembrano   avere   il 
medesimo andamento rispetto alla produzione di etilene.
Per quanto riguarda l'espressione genica di ERS1, questa sembra essere ridotta dal 







Figura 4.2.10 –  A.  Produzione endogena di etilene nei petali,  di fiori completamente aperti di 
Hibiscus rosa­sinensis. . B. Livello di espressione genica relativa ad ERS1­1, stimato mediante RT­
PCR semiquantitativa.
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C o n t r o l 1 ­ M C P
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Concomitante   all'aumento   della   produzione   di   etilene   è   stato   rilevato   un 
avvolgimento dei petali su se stessi, similmente a quanto osservato per i fiori di 
altre specie (Halevy e Mayak, 1981). L'etilene, quindi, sembra essere un regolatore 
della   senescenza   del   petalo   di  Hibiscus   rosa­sinensis  come   indicato   appunto 
dall'avvolgimento   della   corolla.   Questa   osservazione   è   basata   sul   fatto   che 
l'applicazione   dell'1­MCP   ritarda   notevolmente   il   processo   di   senescenza   dei 
petali di Hibiscus. Questo risultato è ascrivibile al blocco dell'azione dell'etilene 
ad opera di questo composto. Infatti, l'1­MCP è un inibitore dell'azione che si lega 










fiori   etilene­sensibili   attivando   la  maggior   parte   dei   cambiamenti   strutturali   e 
biochimici (Woltering e van Doorn, 1988).  L'avvolgimento dei petali su se stessi è 
infatti  il  risultato finale e visibile dei cambiamenti cellulari più sottili  quali,  la 
perdita   della   permeabilità   della  membrana   (Woodson  et   al.,   1985),   la   sovra­
regolazione degli enzimi idrolitici come le proteinasi (Valpuesta  et al.,  1995) e 
RNasi   (Panavas   et   al.,   1998).   Sempre   riguardo   alla   produzione   di   etilene,   i 
trattamenti   hanno   mostrato   risposte   differenti   da   parte   degli   organi   fiorali 
considerati (petali, pistillo e stami, ovario). In entrambi gli stadi, di gemme e di 
fiore completamente aperto, la produzione di etilene è stata maggiore nell'ovario, 
seguita  da  quello  del  pistillo  ed  infine  nei  petali.  Nel  garofano  infatti,  è   stato 
dimostrato     che   l'attivazione  del  processo  di   senescenza   e  dei   geni   coivolti  è 
determinata   dall'ovario,   dal   quale   parte   o   partono   i   segnali   per   l'attivazione 
dell'invecchiamento (Shybuia  et  al.,  2000;  Nukui  et  al.,  2004);   in  questi  studi, 
precisamente è stata segnalata una sovra­regolazione dei geni ACC sintasi ed ACC 
ossidasi, che sono i precursori della sintesi dell'ormone etilene.
L'ABA   è   un   altro   ormone   che   potrebbe   essere   implicato   nella   senescenza 
(Woodson et al., 1979; Mayak e Halevy, 1972; Swanson et al., 1975; Quiles et al., 











senescenza.  Inoltre   le   variazioni   del   contenuto   endogeno   di  ABA  nei   tessuti 
considerati,   petali,   pistillo   con   stami   ed   ovario,   sembrano   avere   il  medesimo 
andamento rispetto alla produzione di etilene.
Il   coinvolgimento   dell'ABA   e   principalmente   dell'etilene   nel   processo   di 
senescenza  del   fiore   risulta   chiaramente  dimostrato  e   la  produzione  di  etilene 
rimane   una   condizione   necessaria   per   questo   processo,   (per   i   fiori   etilene­
sensibili),  ma non sufficiente;   infatti,  è   indispensabile  la presenza dei  recettori 
affinché il segnale etilene possa essere percepito e tradotto, attraverso la specifica 
via di trasduzione del segnale. 




famiglie   e   in  Arabidopsis   sono   5   (Chang  et   al,   1993;  Bleecker   et   al,   1998; 
Bleecker et al., 1999).
In  Hibiscus   rosa­sinensis  sono   stati   isolati   ed   identificati  cluster   genici   che 





all'etilene,   infatti   l'espressione   genica   del   recettore   dell'etilene   ERS1,   risulta 
ridotta   in  presenza  di  ABA e  comunque   sempre   inferiore   rispetto   ai   controlli 
(Waki  et   al.,   2001;   Dervinis  et   al.,   2000).   L'ABA   può   quindi   accelerare   la 





dell'etilene (Bleecker,  1999),  il  quale afferma che una riduzione del  livello dei 
recettori   provocherebbe   un   aumento   della   sensibilità   all'etilene,   mentre   un 
incremento   nel   numero   dei   recettori   determinerebbe   una   diminuzione   della 
sensibilità.  Questi   risultati   sono   in   accordo   con   quanto   trovato   nell’analisi 









la longevità  del fiore di rosa, che è   regolata attraverso la sensibilità  all'etilene. 
Hanno   infatti   osservato   che   l'espressione   del   gene  RhETR3,   uno   dei   quattro 
recettori  identificati in rosa, aumentava al  progredire della senescenza dei fiori 
della  cultivar  “Bronze”,  caratterizzata  da una durata  breve del   fiore,  mentre si 








In   rosa,   abbiamo   un   aumento   dei   livelli   di   trascrizione   dei   recettori   dopo   il 
trattamento   con   ABA,   mentre   in  Hibiscus  si   assiste   ad   una   situazione 
completamente agli antipodi, ossia i livelli d'espressione del gene codificante il 
recettore diminuiscono in seguito al   trattamento con ABA. Pertanto entrambi  i 
risultati,  confermano   la   partecipazione   di   questo   ormone   nel   processo   di 
senescenza  del   fiore.  Non è   tuttavia  ancora  chiaro,   se   la   senescenza  del   fiore 
promossa dall'ABA sia dovuta ad una maggiore produzione di etilene oppure ad 
un cambiamento nella sensibilità del tessuto all'etilene (Muller et al., 1999). 



























Questo   lavoro  pone   le  basi  per   la   realizzazione  di  ulteriori   esperimenti   e  per 
mettere a punto nuove strategie da adottare. Molto probabilmente, dovrebbe essere 
valutata l'espressione genica del recettore ETR1, che è stato isolato, ma non ne è 












oltre  che nei  petali,  anche nel  pistillo  con stami ed ovario.   Inoltre,  per  capire 
l'evoluzione dei livelli dell'etilene prodotto nei vari organi del fiore di  Hibiscus 




molecolari,   potrebbe   consentire   la   definizione   di   soluzioni   biotecnologiche 
efficaci per rallentare il processo di senescenza e quindi prolungare la longevità 
dei   fiori   di  Hibiscus   rosa­sinensis  ed   altresì   ottenere   strumenti   utili   ed 
indispensabili per il miglioramento genetico mirato, rendendo migliori i caratteri 
che contraddistinguono questi fenomeni.
6. Conclusioni
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